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VERTRAUKER DIE INTERNATIONALE ZU^tfMEl 
■f DEM GEBIET DES PATENTV^ENS 

PCT 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

23138 WO 


W FIT F RES siene Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/05890 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

11/08/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

12/08/1998 



Anmelder 



RAUSCH, Thomas 



Dieser Internationale Recherche nbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter 

[X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Rechercrjf auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I l Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

I 1 Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| [ Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

2. Q Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

|Y| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
| | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. ^_ 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keinederAbb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
P~| weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmetders Oder Anwalts 
23138 WO 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubersendung des international©!! 
vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/05890 



Internationales Anmeldedatum fTag/TWonat/Ja/?^ 
11/08/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
12/08/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Wassifikation und IPK 
C12N 15/82 



Anmeider 

RAUSCH, Thomas 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmeider gemaG Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 7 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV B Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



10/03/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



15.11.2000 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Meyer, W 

Tel. Nr. +49 89 2399 8157 



0 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER prT/PPOQ/nwo 
PRUFUNGSBERICHT Internationales Ak tenzeichen PCT/hP99/Q5B9U 

I. Grundlage des Berichts 

1 Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
' Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und smd ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-25 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 _ 21 eingegangen am 06/09/2000 mrt Schreiben vom 04/09/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprungliche Fassung 



2 Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
" die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sotern 

unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur VerfGgung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen voriauf igen Pruf ung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3 Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
intemationale voriaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05890 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 Aut die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2 IB Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordem. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 13.5 
und 13.3 

□ erfullt ist 

E3 aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Pruf ung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 

V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05890 



1. 



Feststellung 



Neuheit (N) 



Ja: 
Nein 



Anspruche 
Anspruche 



1-13 
14-21 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: 
Nein 



Anspruche 
Anspruche 



1-13 
14-21 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-21 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05890 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt I 

1 . Die mit dem Schreiben vom 4.09.2000 eingereichten Anderungen erfullen den 
Artikel 34 (2) b) PCT. 



Zu Punkt III 

2. Die internationale Recherchenbehorde hat einen Internationalen 
Recherchenbericht fur die gesamte Anmeldung erstellt. Die mit der internationalen 
vorlaufigen Prufung beauftrage Behorde, ist jedoch der Ansicht, daR die 
Anmeldung nicht den Erfordernisse der Einheitlichkeit im Sinne von Artikel 34(3) 
und Regel 13 PCT entspricht. 

3. Es wird auf das folgende Dokument verwiesen: 

D1 : PLANT PHYSIOLOGY, Bd. 116, Februar 1998, Seiten 733-742 

4. Eine Internationale Anmeldung sollte nur eine einzige Erfindung enthalten oder 
eine Gruppe von Erfindungen, die untereinander in solch einer Weise verbunden 
sind, daB sie eine einzige allgemeine erfinderische Idee verwirklichen. 
Einheitlichkeit der Erfindung ist nur dann gegeben, wenn es sich urn eine 
technische Wechselbeziehung handelt, die in den Patentanspruchen durch 
gleiche oder entsprechende besondere technische Merkmale zum Ausdruck 
gebracht werden. Unter dem Begriff "besondere technische Merkmale" sind in 
jedem einzelnen Patentanspruch diejenigen technischen Merkmale zu verstehen, 
die einen Beitrag der beanspruchten Erfindung als Ganzes zum Stand der 
Technik kennzeichnen. 

5. Die technische Wechselbeziehung zwischen den Anspruchen betrifft das 
offenbaren von Genen welche fur Invertase Inhibitoren kodieren. 

Diese Gene sind jedoch schon bekannt. D1 offenbart das Klonieren eines 
Invertase Inhibitors (D1 , Zusammenfassung u. S. 741, linke Spalte, letzer 
Abschnitt). 

Es liegt daher kein gemeinsames "besonderes technisches Merkmal" vor, das 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05890 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT _ , . 

einen Beitrag zu jeder einzelnen beanspruchten Erfindung zum Stand der 
Technik liefert (Regel 13.1-3 PCT). 

6. Folgende "potentielle" Erfindungen mussen getrennt betrachtet werden: 

1 . Anspruche 1-13 und 15-17 beziehen sich auf ein Verfahren zum Herstellen 
von transgenen Pflanzen, deren Samen eine erhdhte Speicherstoffmenge 
aufweist und auf transgene Pflanzen die durch dieses Verfahren hergestellt 
wurden. 

2. Anspruche 14 und 18-21 beziehen sich auf ein Verfahren zur Gewinnung 
eines Vektors der eine Invertaseinhibitor-cDNS-Sequenz enthalt und auf die 
Verwendung dieser cDNS. 



Zu Punkt V 

7. Die gegenwartige Anmeldung handelt von einem Verfahren zur Herstellung 
transgener Pflanzen die eine verminderte Expression von Invertaseinhibitoren 
haben und auf transgene Pflanzen, welche durch solch ein Verfahren hergestellt 
wurden. 

Weiterhin wird in dieser Anmeldung ein Verfahren zur Gewinnung von der 
Vektorern gezeigt, welche zur Herstellung der oben erwahnten transgenen 
Pflanzen benutzt werden konnen. 

8. Der Gegenstand der Anspruche 14 und 18-21 ist im Sinne von Artikel 33(2) PCT 
nicht neu. 

D1 offenbart ein Verfahren zur Gewinnung eines Vektors der eine 
Invertaseinhibitor cDNS enthalt (D1, S. 734 rechte Spalte). Diese Verfahren ist 
identisch mit dem in Anspruch 14 beanspruchten Verfahren. 
Weiterhin wird in D1 (D1, S. 741, letzter Abschnitt) auch die Verwendung diese 
Gens zur Herstellung transgener Pflanzen offenbart (gemaR gegenwartiger 
Anspruchen 18-21). 

Folglich, konnen die Anspruche 14 und 18-21 nicht als neu im Sinne des Artikels 
33(2) PCT angesehen werden. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05890 



9. Ein Verfahrenserzeugnis (siehe gegenwartige Anspruche 15-17) ist nicht 
dadurch neu, daB es durch ein anderes Verfahren erzeugt wurde. Anspruche fur 
ein Erzeugnis, welche durch ein Verfahren definiert sind, sind nur erlaubt, wenn 
das Erzeugnis als solches neu oder erfinderisch ist. Transgene Pflanzen, die ein 
Inhibitor Gen in anti-sense expremiren sind aus D1 bekannt (D1, S. 741, linke 
Spalte, letzer Abschnitt). Folglich, erfullen Anspruche 15-17 nicht die 
Erfordernisse des Artikels 33(2) PCT. Es ist hierbei auch angemerkt, da3 sich 
Anspruche 16 und 17 auf Vermehrung- und Erntematerial einer transgenen 
Pflanzen beziehen. Ohne einen direkten bezug auf den transgenen Charakter 
dieses Materials konnen diese Anspruche auch unter diesem Aspekt als nicht neu 
angesehen werden. 

1 0. Das Dokument D1 , wird als nachstliegender Stand der Technik angesehen. Dies 
Dokument offenbart ein Verfahren zum Aufreinigen und Klonieren eines Inhibitors 
der Tabak-Zellwandinvertase, von dem sich der Gegenstand des Anspruchs 1 
dadurch unterscheidet, daB ein Verfahren zur Herstellung einer transgenen 
Pflanze offenbart wird. Die transgene Pflanze weist eine erhohte 
Speicherstoffmenge auf. 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 ist somit neu (Artikel 33 (2) PCT). 
Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, ein Invertase Gen aus einer cDNS-Libaray von Bliiten zur Herstellung 
transgener Pflanzen zu benutzen. 

Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung fur diese Aufgabe 
vorgeschlagene Losung beruht aus den folgenden Grunden auf einer 
erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT): 

Zwar offenbart D1 das Klonieren eines Invertase Gens und es wird auch schon 
auf das Vorhandensein von Transgenen hingewiesen. Aber keines der im 
Rechernbericht zitierten Dokumente offenbart ein Verfahren, welches zu erhohter 
Speicherstoffmenge in Samen fuhrt. 

11. Die Anspruche 2-13 sind vom Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls 
die Erfordernisse des PCT in bezug auf Neuheit und erfinderische Tatigkeit. 
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PCT/EP99/05890 
Anm. : SDZ . . . 



23 138 SC-tn-re 
4. September 2 000 



2 . 



3 . 



t Artsp ruche 1 bis 21 

Verfahren zur Herstellung einer transgenen, ei- 
ne deregulierte und die Samenentwicklung for- 
dernde Invertaseaktivitat aufweisenden Pflanze, 
wobei eine Nucleotidsequenz eines Invertasein- 
hibitorgens aus einer cDNA-Bank von Bluten mit 
jungen Samenanlagen einer Pflanze gewonnen 
wird, eine Pf lanzenzelle einer Pflanze der 
gleichen Art oder Sorte # aus der die Nucleotid- 
sequenz stanunt oder abgeleitet ist, mit einem 
DNA-Konstrukt , enthaltend die mit mindestens 
einer regulatorischen Einheit funktionell ver- 
bundene Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibi- 
torgens, transf ormiert , kultiviert und eine 
Pflanze regeneriert wird, deren Samen eine ge- 
genuber nicht transf ormierten Wildtyppf lanzen 
erhohte Speicherstof fmenge aufweisen. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die regulato- 
rische Einheit ein Promotor ist. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei der Promotor 
ein konstitutiver oder induzierbarer Promotor 
ist . 

Verfahren nach Anspruch 3, wobei der Promotor 
der 35SCaMV Promotor oder der Ubiquitin- oder 
Zein- Promotor aus Mais ist. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wo- 
bei die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibi- 
torgens eine cDNA, eine damit hybridisierende 
Nucleotidsequenz oder ein Fragment einer der 
beiden ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wo- 
bei der Invertaseinhibitor ein apoplastischer 
Invertaseinhibitor ist . 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wo- 
bei die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibi- 
torgens sense- oder antisense-Orientierung zu 
dem Promotor auf weist . 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wo- 
bei das DNA-Konstrukt weitere regulator ische 
Einheiten, insbesondere ein Transcript ions ter- 
minationssignal , auf weist . 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wo- 
bei das Transcriptionsterminationssignal aus 
dem NOS-Gen von Agrobacterium tumefaciens 
stammt . 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wo- 
bei die Pf lanzenzelle eine Zelle einer dicoty- 
len oder monocotylen Pflanze ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10 , wobei die Pf lanzen- 
zelle eine Zelle von Raps, Sonnenblumen, Erd- 
nu£, Sojabohne, Olpalme, Reis, Mais, Weizen, 
Gerste, Hafer, Roggen, Erbse, Calendula offici- 
nalis, Coriandrum sativum, Crambe abyssinica, 
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Cuphea ssp . , Dimorphotheca pluvialis, Euphorbia 
lagascae, Euphorbia lathyris, Lesquerella gran- 
diflora, Limnanthes alba, Linum usitatissimum, 
Lunaria annua, Lunaria biennis, Oenothera ssp., 
Ricinus communis oder Simmondosia chinesis ist . 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
wobei das DNA-Konstrukt in einem Vektor, insbe- 
sondere einem Plasmid oder Virus, vorliegt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
wobei die Transf ormation der Pf lanzenzelle mit- 
tels Agrobakterium tumefaciens, biolistischer 
Verfahren, mittels elektrisch oder chemisch in- 
duzierter DNA- Auf nahme , Elekroporation, Makro- 
injektion, Mikroin j ektion oder PEG-vermittelter 
Transformation durchgefuhrt wird. 

14 . Verfahren zur Gewinnung von in einem Vektor 
enthaltenden Invertaseinhibitor-cDNA-Sequenzen 
in sense- oder antisense-Orientierung, umfas- 
send f olgende Schritte : 

a) Gewinnung einer Inhibitorproteinf raktion 
aus der Zellwandprotein-Fraktion von Blu- 
ten mit jungen Samenanlagen, 

b) Gewinnung von entsprechenden Peptidsequen- 
zen nach Spaltung und Reinigung der ent- 
sprechenden Peptide, 

c) Clonierung von zunachst partieller und in 

der Folge Vollangen-cDNA Invertaseinhibi- 
torprotein aus einer cDNA-Bank, insbeson- 
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dere von Bluten mit jungen Samenanlagen 
und 

d) Clonierung der Invertaseinhibitor-cDNA in 
sense- oder antisense- Orient ierung in ei- 
nem Vektor, insbesondere einen binaren 
Vektor . 

15. Transgene Pflanze, herstellbar nach einem der 
Verfahren der Anspruche 1 bis 13 sowie ein Teil 



16. Ve rme hrung s - und Erntematerial einer transgenen 
Pflanze nach Anspruch 15. 

17. Vermehrungs- und Erntematerial einer transgenen 
Pflanze nach Anspruch 16, das Frucht, Samen, 
Samenschale, Embryo, Samling, Kallus, Zellkul- 
tur, Stengel, Blatt oder Wurzel ist. 

18. Verwendung einer funktionell mit mindestens ei- 
ner regulatorischen Einheit verbundenen Nucleo- 
tidsequenz eines Invertaseinhibitorgens zur 
Transformation und Herstellung von transgenen 
Pflanzen, die als Folge der Transformation eine 
modifizierte Samenentwicklung aufweisen. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, wobei die modifi- 
zierte Samenentwicklung eine Samenentwicklung 
ist, gemaS der die Samen der transgenen Pflanze 
eine gegenuber Samen einer nicht transf ormier- 
ten Wildtyppf lanze eine erhohte Speicherstof f - 
menge aufweisen. 



davon . 
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06-09-2000 




EP 009905890 
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20. Verwendung nach einem der Anspruche 18 oder 19 
wobei die Nucleotidsequenz aus einer cDNA-Bank 
von Bluten mit jungen Samenanlagen der zu 
transf ormierenden Pflanzenart oder -sorte 
stammt oder davon abgeleitet ist . 

21. Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 2 0 , 
wobei die Nucleotidsequenz in antisense- 
Orientierung zu der mindestens einen regulato- 
rischen Einheit, insbesondere dem Promotor, 
vorliegt . 
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Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtL verwendete Suchbegriffe) 



C- ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 
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Betr. Anspruch Nr. 



GREINER, S., ET AL. : "cloning of a 
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Bd. 116, Februar 1998 (1998-02), Seiten 
733-742, XP002125613 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

KRAUSGRILL, S. , ET AL. : "in transformed 
tobacco cells the apoplasmic invertase 
inhibtor operates as a regulatory switch 
of cell wall invertase" 
THE PLANT JOURNAL, 

Bd. 13, Nr. 2, Januar 1998 (1998-01), 
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das ganze Dokument 
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° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geetgnet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf inderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 
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Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 
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F DEM GEBIET DES PATENT 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



MENARBEIT 
ENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

23138 WO 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/05890 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

11/08/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

12/08/1998 


Anmelder 

RAUSCH, Thomas 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

|X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 



□ 



2. 
3. 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 
| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, da(3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Qber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfaGten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

nri wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
|~~] Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. - 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb, 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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C ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 
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das ganze Dokument 

KRAUSGRILL, S., ET AL. : "in transformed 
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inhibtor operates as a regulatory switch 
of cell wall invertase" 
THE PLANT JOURNAL, 

Bd. 13, Nr. 2, Januar 1998 (1998-01), 
Seiten 275-280, XP002125614 
das ganze Dokument 
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* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentiichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 
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Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 
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Erfindung zugrundeliegenden Prtnzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentiichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentiichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentiichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann nahetiegend ist 
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PATENT COOPERATION TREl 

PCT 
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(PCT Article 36 and Rule 70) 
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Applicant's or agent's file reference 
23138 WO 


SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/EP99/05890 


International filing date (day/month/year) 
11 August 1999(11.08.99) 


Priority date (day/month/year) 

12 August 1998(12.08.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/82, 


Applicant 


RAUSCH, Thomas 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



(Vl This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
" amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

10 March 2000(10.03.00) 


Date of completion of this report 

1 5 November 2000 (15.11 .2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
1 1. Basis of the report 



national application No. 

PCT/EP99/05890 



1 With regard to the elements of the international application:* 
the international application as originally filed 
the description: 

1-25 

pages U±- 

pages _ 

pages ^ _ 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-21 



filed with the letter of 04 September 20 00 (04.09.2000) 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/5-5/5 



, as originally filed 
, filed with the demand 



_ , filed with the letter of 



[ | the sequence listing part of the description: 

pages __ 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



2 With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
1 * the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language _ whicn is. 

P~| the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23 . 1 (b)). 

[ | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

. 3 With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 
| | contained in the international application in written form. 
[ | filed together with the international application in computer readable form. 
| | furnished subsequently to this Authority in written form. 
[ | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

| | The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 | the description, pages m 

1 1 the claims, Nos. 

| | the drawings, sheets/fig . 



[—1 This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
5. | — | beyond lhe disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 ^ referred to 
in this report as -originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



^^ational application No. 
PCT/EP 99/05890 



I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

1. The amendments submitted with the letter of 4 

September 2000 comply with PCT Article 34(2) (b) . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



T^Hational application No. 
PCT/EP 99/05890 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: BOX IV. 3 

2. The International Search Authority has established 
an international search report for the entire 
application. However, the International Preliminary 
Examining Authority is of the opinion that the 
application does not meet the requirement for unity 
of invention of PCT Article 34(3) and PCT Rule 13. 

3. This report makes reference to the following 
document : 

Dl: PLANT PHYSIOLOGY, Vol. 116, February 1998, 
pages 733-742. 

4. An international application should contain a 
single invention or a group of inventions 
interconnected in such a way that they form a 
single general inventive concept. Unity of 
invention is established only when there is a 
technical relationship embodied in the claims by 
the same or corresponding special technical 
features. The expression "special technical 
features" should be understood to mean those 
technical features in each claim which characterise 
the contribution of the claimed invention as a 
whole to the prior art. 

5. The technical relationship between the claims 
concerns the disclosure of genes that code for 
invertase inhibitors. However, these genes are 
already known. Dl discloses the cloning of an 
invertase inhibitor (Dl, the abstract and page 741, 
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left-hand column, last paragraph) . 

Consequently, the claims do not contain a common 
''special technical feature" which defines the 
contribution of each claimed invention to the prior 
art (PCT Rule 13.1-3) . 



6. The following "potential" inventions must be 
considered separately: 

1. Claims 1-13 and 15-17 concern a method for 
producing transgenic plants whose seeds 
contain an increased quantity of storage 
substances, and the transgenic plants 
produced by this method. 



2. Claims 14 and 18-21 concern a method for 

extracting a vector containing an invertase 
inhibitor cDNA sequence, and the use of said 
cDNA. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-13 



14-21 



1-13 



14-21 



1-21 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

7. The present application concerns a method for 

producing transgenic plants with reduced expression 
of invertase inhibitors, and the transgenic plants 
produced by this method. 



Moreover, this application discloses a method for 
extracting vectors that can be used for producing 
the above-mentioned transgenic plants. 



8. The subject matter of Claims 14 and 18-21 is not 

novel (PCT Article 33(2)). 

Dl discloses a method for extracting a vector 
containing an invertase inhibitor cDNA (Dl, page 
734, right-hand column) . That method is identical to 
the method as per Claim 14. 

Dl also discloses (Dl, page 741, last paragraph) the 
use of this gene for producing transgenic plants (as 
per the present Claims 18-21) . 



Consequently, Claims 14 and 18-21 cannot be 
considered novel (PCT Article 33(2)). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



^^^lational application No. 
PCT/EP 99/05890 



The product of a method (see the present Claims 15- 
.17) is not rendered novel when produced by another 
method. Claims to a product defined by a method are 
allowed only when the product as such is novel or 
inventive. Transgenic plants which express an anti- 
sense inhibitor gene are known from Dl (Dl, page 
741, left-hand column, last paragraph) . 
Consequently, Claims 15-17 do not meet the 
requirement of PCT Article 33(2). It should also be 
noted in this respect that Claims 16 and 17 concern 
reproductive and harvested material from a 
transgenic plant. Without a direct reference to the 
transgenic character of said material, these claims 
would not be considered novel in this respect 
either . 



10. Dl is considered the closest prior art and discloses 
a method for purifying and cloning an inhibitor of 
tobacco cell wall invertase from which the subject 
matter of Claim 1 differs in that it discloses a 
method for producing a transgenic plant. The 
transgenic plant contains an increased quantity of 
storage substances . 



The subject matter .of Claim 1 is therefore novel 
(PCT Article 33(2)). 



The present invention can therefore be considered to 
address the problem of using an invertase gene from 
a flower cDNA library for producing transgenic 
plants . 



The solution to this problem, as proposed in Claim 1 
of the present application, involves an inventive 
step (PCT Article 33(3)) for the following reasons: 
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Although Dl discloses the cloning of an invertase 
gene and also notes the existence of transgenic 
plants, none of the search report citations 
discloses a method that leads to an increased 
quantity of storage substances in seeds. 



11. Claims 2-13 are dependent on Claim 1 and therefore 
also meet the PCT requirements for novelty and 
inventive step. 
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VERTRAG UB 



a 1 
I 



1-2/ 

IE INTERNATIONALE ZUSaMMENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
23138 WO 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/05890 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monai/Jahr) 
11/08/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
12/08/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N 15/82 



Anmelder 

RAUSCH, Thomas 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaGt insgesamt 7 Blatter einschliefilich dieses Deckblatts. 

H AuGerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthait Angaben zu folgenden Punkten: 
I S Grundlage des Berichts 



Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



il 


□ 


III 


□ 


IV 




V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
10/03/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
15.11.2000 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
^flft D-80298 Munchen 
C^' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^<£SS£^£v 

Meyer, W (C ^ j) 

Tel. Nr. +49 89 2399 8157 ^ ^ 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05890 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundiage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikei 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-25 ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

1-21 eingegangen am 06/09/2000 mit Schreiben vom 04/09/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 



□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 



□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formbtatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 





INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05890 



□ 



Beschreibung, 

Anspruche, 

Zeichnungen, 



Seiten: 



□ 



Nr.: 



□ 



Blatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sinddiesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangeinde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. ISI Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

^ aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
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1. Feststellung 



Neuheit (N) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-13 
14-21 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-13 
14-21 



Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-21 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt I 



1. Die mit dem Schreiben vom 4.09.2000 eingereichten Anderungen erfullen den 
Artikel 34 (2) b) PCT. 

Zu Punkt HI 



2. Die internationale Recherchenbehorde hat einen Internationalen 
Recherchenbericht fur die gesamte Anmeldung erstellt. Die mit der internationalen 
vorlaufigen Prufung beauftrage Behorde, ist jedoch der Ansicht, daf3 die 
Anmeldung nicht den Erfordernisse der Einheitlichkeit im Sinne von Artikel 34(3) 
und Regel 13 PCT entspricht. 

3. Es wird auf das folgende Dokument verwiesen: 

D1: PLANT PHYSIOLOGY, Bd. 116, Februar 1998, Seiten 733-742 

4. Eine Internationale Anmeldung sollte nur eine einzige Erfindung enthalten oder 
eine Gruppe von Erfindungen, die untereinander in solch einer Weise verbunden 
sind, daB sie eine einzige allgemeine erfinderische Idee verwirklichen. 
Einheitlichkeit der Erfindung ist nur dann gegeben, wenn es sich urn eine 
technische Wechselbeziehung handelt, die in den Patentanspruchen durch 
gleiche oder entsprechende besondere technische Merkmale zum Ausdruck 
gebracht werden. Unter dem Begriff "besondere technische Merkmale" sind in 
jedem einzelnen Patentanspruch diejenigen technischen Merkmale zu verstehen, 
die einen Beitrag der beanspruchten Erfindung als Ganzes zum Stand der 
Technik kennzeichnen. 

5. Die technische Wechselbeziehung zwischen den Anspruchen betrifft das 
offenbaren von Genen welche fur Invertase Inhibitoren kodieren. 

Diese Gene sind jedoch schon bekannt. D1 offenbart das Klonieren eines 
Invertase Inhibitors (D1, Zusammenfassung u. S. 741, linke Spalte, letzer 
Abschnitt). 

Es liegt daher kein gemeinsames "besonderes technisches Merkmal" vor, das 
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einen Beitrag zu jeder einzelnen beanspruchten Erfindung zum Stand der 
Technik liefert (Regel 13.1-3 PCT). 

6. Folgende "potentielle" Erfindungen mussen getrennt betrachtet werden: 

1. Anspruche 1-13 und 15-17 beziehen sich auf ein Verfahren zum Herstellen 
von transgenen Pflanzen, deren Samen eine erhohte Speicherstoffmenge 
aufweist und auf transgene Pflanzen die durch dieses Verfahren hergestellt 
wurden. 

2. Anspruche 14 und 18-21 beziehen sich auf ein Verfahren zur Gewinnung 
eines Vektors der eine Invertaseinhibitor-cDNS-Sequenz enthalt und auf die 
Verwendung dieser cDNS. 

Zu Punkt V 



7. Die gegenwartige Anmeldung handelt von einem Verfahren zur Herstellung 
transgener Pflanzen die eine verminderte Expression von Invertaseinhibitoren 
haben und auf transgene Pflanzen, welche durch solch ein Verfahren hergestellt 
wurden. 

Weiterhin wird in dieser Anmeldung ein Verfahren zur Gewinnung von der 
Vektorern gezeigt, welche zur Herstellung der oben erwahnten transgenen 
Pflanzen benutzt werden konnen. 

8. Der Gegenstand der Anspruche 14 und 18-21 ist im Sinne von Artikel 33(2) PCT 
nicht neu. 

D1 offenbart ein Verfahren zur Gewinnung eines Vektors der eine 
Invertaseinhibitor cDNS enthalt (D1, S. 734 rechte Spalte). Diese Verfahren ist 
identisch mit dem in Anspruch 14 beanspruchten Verfahren. 
Weiterhin wird in D1 (D1, S. 741, letzter Abschnitt) auch die Verwendung diese 
Gens zur Herstellung transgener Pflanzen offenbart (gema3 gegenwartiger 
Anspruchen 18-21). 

Folglich, konnen die Anspruche 14 und 18-21 nicht als neu im Sinne des Artikels 
33(2) PCT angesehen werden. 
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9. Ein Verfahrenserzeugnis (siehe gegenwartige Anspruche 15-17) ist nicht 
dadurch neu, daB es durch ein anderes Verfahren erzeugt wurde. Anspruche fur 
ein Erzeugnis, welche durch ein Verfahren definiert sind, sind nur erlaubt, wenn 
das Erzeugnis als solches neu oder erfinderisch ist. Transgene Pflanzen, die ein 
Inhibitor Gen in anti-sense expremiren sind aus D1 bekannt (D1, S. 741, linke 
Spalte, letzer Abschnitt). Folglich, erfullen Anspruche 15-17 nicht die 
Erfordernisse des Artikels 33(2) PCT. Es ist hierbei auch angemerkt, daB sich 
Anspruche 16 und 17 auf Vermehrung- und Erntemateriai einer transgenen 
Pflanzen beziehen. Ohne einen direkten bezug auf den transgenen Charakter 
dieses Materials konnen diese Anspruche auch unter diesem Aspekt als nicht neu 
angesehen werden. 

1 0. Das Dokument D1 , wird als nachstliegender Stand der Technik angesehen. Dies 
Dokument offenbart ein Verfahren zum Aufreinigen und Klonieren eines Inhibitors 
der Tabak-Zellwandinvertase, von dem sich der Gegenstand des Anspruchs 1 
dadurch unterscheidet, daB ein Verfahren zur Herstellung einer transgenen 
Pflanze offenbart wird. Die transgene Pflanze weist eine erhohte 
Speicherstoffmenge auf. 

Der Gegenstand des Anspruchs 1 ist somit neu (Artikel 33 (2) PCT). 
Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, ein Invertase Gen aus einer cDNS-Libaray von Bluten zur Herstellung 
transgener Pflanzen zu benutzen. 

Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung fur diese Aufgabe 
vorgeschlagene Losung beruht aus den folgenden Grunden auf einer 
erfinderischen Tatigkeit (Artikel 33(3) PCT): 

Zwar offenbart D1 das Klonieren eines Invertase Gens und es wird auch schon 
auf das Vorhandensein von Transgenen hingewiesen. Aber keines der im 
Rechernbericht zitierten Dokumente offenbart ein Verfahren, welches zu erhohter 
Speicherstoffmenge in Samen fuhrt. 

11. Die Anspruche 2-13 sind vom Anspruch 1 abhangig und erfullen damit ebenfalls 
die Erfordernisse des PCT in bezug auf Neuheit und erfinderische Tatigkeit. 
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t Anspriiche 1 bis 21 

Verfahren zur Herstellung einer transgenen, ei- 
ne deregulierte und die Samenentwicklung for- 
dernde Invert aseaktivi tat aufweisenden Pflanze, 
wobei eine Nucleotidsequenz eines Invertasein- 
hibitorgens aus einer cDNA-Bank von Bluten mit 
jungen S amenanl agen einer Pflanze gewonnen 
wird, eine Pf lanzenzelle einer Pflanze der 
gleichen Art oder Sorte, aus der die Nucleotid- 
sequenz stammt oder abgeleitet ist f mit einem 
DNA-Konstrukt , enthaltend die mit mindestens 
einer regulatorischen Einheit funktionell ver- 
bundene Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibi- 
torgens, transf ormiert, kultiviert und eine 
Pflanze regeneriert wird, deren Samen eine ge- 
genuber nicht trans formierten Wildtyppf lanzen 
erhohte Speicherstof f menge aufweisen. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die regulato- 
rische Einheit ein Promotor ist. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei der Promotor 
ein konstitutiver oder induzierbarer Promotor 
ist . 

Verfahren nach Anspruch 3 , wobei der Promotor 
der 3 5SCaMV Promotor oder der Ubiquitin- oder 
Zein-Promotor aus Mais ist. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wo- 
bei die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibi- 
torgens eine cDNA, eine damit hybridisierende 
Nucleotidsequenz oder ein Fragment einer der 
beiden ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wo- 
bei der Invertaseinhibitor ein apoplastischer 
Invertaseinhibitor ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wo- 
bei die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibi- 
torgens sense- oder antisense-Orientierung zu 
dem Promotor aufweist. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wo- 
bei das DNA-Konstrukt weitere regulator ische 
Einheiten, insbesondere ein Transcriptionster- 
minationssignal , aufweist . 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wo- 
bei das Transcriptionsterminationssignal aus 
dem NOS-Gen Von Agrobacterium tumef aciens 
stammt . 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wo- 
bei die Pf lanzenzelle eine Zelle einer dicoty- 
len oder monocotylen Pflanze ist, 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Pf lanzen- 
zelle eine Zelle von Raps, Sonnenb lumen, Erd- 
nuB, Sojabohne, Olpalme, Reis, Mais, Weizen, 
Gerste, Haf er, Roggen, Erbse, Calendula offici- 
nalis, Coriandrum sativum, Crambe abyssinica, 
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Cuphea ssp., Dimorphotheca pluvialis, Euphorbia 
lagascae, Euphorbia lathyris, Lesquerella grah- 
diflora, Limnanthes alba, Linum usitatissimum, 
Lunaria annua, Lunaria biennis, Oenothera ssp., 
Ricinus communis oder Simmondosia chinesis ist. 

12 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 11 , 
wobei das DNA-Konstrukt in einem Vektor, insbe- 
sondere einem Plasmid oder Virus, vorliegt. 

13 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 12 , 
wobei die Transformation der Pf lanzenzelle mit- 
tels Agrobakterium tumefaciens, biolistischer 
Verfahren, mittels elektrisch oder chemisch in- 
duzierter DNA-Auf nahme , Elekroporation, Makro- 
injektion, Mikroinjektion oder PEG-vermittelter 
Transformation durchgefuhrt wird. 

14 . Verf ahren zur Gewinnung von in einem Vektor 
enthaltenden invertaseinhibitor-cDNA-Sequenzen 
in sense- oder antisense-Orientierung, umfas- 
send f olgende Schritte : 

a) Gewinnung einer Inhibitorproteinf raktion 
aus der Zellwandprotein-Fraktion von Blu- 
ten mit jungen Samenanlagen, 

b) Gewinnung von entsprechenden Peptidsequen- 
zen nach Spaltung und Reinigung der ent- 
sprechenden Peptide, 

c) Clonierung von zunachst partieller und in 

der Folge Vollangen-cDNA Invert aseinhibi- 
torprotein aus einer cDNA-Bank, insbeson- 
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dere von Bluten rait jungen Samenanlagen 
und 

d) Clonierung der Invert aseinhibi tor- cDNA in 
sense- oder antisense-Orientierung in ei- 
nem Vektor, insbesondere einen binaren 
Vektor . 

15. Transgene Pflanze, herstellbar nach einem der 
Verfahren der Anspruche 1 bis 13 sowie ein Teil 



16. Vermehrungs- und Erntematerial einer transgenen 
Pflanze nach Anspruch 15 . 

17. Vermehrungs- und Erntematerial einer transgenen 
Pflanze nach Anspruch 16, das Frucht, Samen, 
Samenschale, Embryo, Samling, Kallus, Zellkul- 
tur, Stengel, Blatt oder Wurzel ist. 

18. Verwendung einer funktionell mit mindestens ei- 
ner regulatorischen Einheit verbundenen Nucleo- 
tidsequenz eines Invertaseinhibitorgens zur 
Transformation und Herstellung von transgenen 
Pflanzen, die als Folge der Transformation eine 
modifizierte Samenentwicklung aufweisen. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, wobei die modifi- 
zierte Samenentwicklung eine Samenentwicklung 
ist, gemafi der die Samen der transgenen Pflanze 
eine gegenuber Samen einer nicht transf ormier- 
ten Wildtyppf lanze eine erhohte Speicherstof f - 
menge aufweisen. 



da von . 
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Verwendung nach einem der Anspruche 18 oder 19 
wobei die Nucleotidseguenz aus einer cDNA-Bank 
von Bluten mit j ungen Samenanlagen der zu 
transformierenden Pf lanzenart oder -sorte 
stamrat oder davon abgeleitet ist. 

Verwendung nach einem der Anspruche 18 bis 20, 
wobei die Nucleotidsequenz in antisense- 
Orientierung zu der mindestens einen regulato- 
rischen Eintieit , insbesondere dem Promotor, 
vorliegt . 
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Transgene Pflanzen und Pf lanzenzellen mit vermin- 
derter Expression von Invertaseinhibitoren 

Beschreibung 

Die vorliegende Erf indung betrifft transgene Pflan- 
zenzellen und Pflanzen, Verfahren fur deren Bereit- 
stellung sowie die Verwendung von Invertaseinhibi- 
tor-cDNA-Sequenzen in antisense- oder sense- 
Orientierung zur Herstellung solcher Pflanzen. 

Die Verbesserung von Qualitat und/oder Quant it at 
pflanzlicher Reservestof f e in Samen dicotyler und 
monocotyler landwirtschaf tlicher Nutzpf lanzen 
stellt ein wichtiges Ziel biotechnologischer For- 
schung dar. In der Regel wurden bisher Strategien 
entwickelt, die auf der Einfuhrung bestimmter Gene 
basieren, deren Genprodukte Enzyme darstellen, die 
an der Synthese des Reservestof fes selbst (z.B. 
ADP-Glucosepyrophosphorylase) beteiligt sind. Des- 
weiteren wurden aber auch Verfahren beschreiben, in 
denen durch veranderte Expression von heterologen 
und damit deregulierten Invertasen bzw. Glucokina- 
sen im Cytosol eine erhohte Glycolyserate erreicht 
wird (DE-A1-195 29 696) . In letzterer Variante 
fuhrt die erhohte Spaltung von Saccharose durch ei- 
ne deregulierte pilzliche Invertase in Kombination 
mit einer deregulierten bakteriellen Glucokinase zu 
einer verstarkten Glycolyserate. Dieser Ansatz be- 
ruht auf der Annahme, da£ auf Grund der erhohten 
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Konzentrationen an Intermediaten der Glycolyse die 
Synthese von Speicherolen in Samen stimuliert wird, 
da die Metabolisierung des primaren Photoassimilats 
Saccharose zu phosphorylierten Hexosen bzw. den 
Fettsaurevorstufen Pyruvat und Acetyl-CoA gefordert 
wird. 

Die DE-A1-195 29 696 beschreibt demgemafi die Ein- 
fuhrung eines artfremden, z.B. pilzlichen Gens zur 
Expression der Invertase. Dieses pilzliche Inverta- 
se-Enzym, das artfremd ist und deshalb keiner Regu- 
lation unterliegt, wird aufgrund der Zufuhrung des 
fremden Gens unter der Regulation eines geeigneten 
Promotors verstarkt gebildet, wodurch der von der 
Invertase katalysierte Abbau der Saccharose in 
Glucose und Fructose beschleunigt erf olgt . Die rait 
hoherer Geschwindigkeit erfolgende Bildung der 
Glucose soil letztendlich eine beschleunigte Pro- 
duktion von pflanzlichen Speicherstof f en bewirken. 
Dieses Verf ahren beruht auf einem Eingrif f in den 
Metabolismus in der Zelle des Samenspeichergewebes , 
wobei der Assimilattransfer zwischen maternalen und 
Samenparenchym nur indirekt beeinfluSt wird. 

Die Bedeutung von Zellwand-Invertasen fur die Ent- 
wicklung starke- und proteinreicher Samen ist be- 
kannt. So wird z.B. die Starkeakkumulation in Mais- 
samen bei verrainderter Expression einer Zellwand- 
Invertase durch Stoning des Assimilat transfers zwi- 
schen Pedicel und Endosperm gestort. Fur verschie- 
dene Pf lanzenspezies sind bliitenspezif ische Zell- 
wand-lnvertase-lsoforraen bekannt. Fur Nicotiana ta- 
bacum konnte gezeigt werden, daS ein apoplastischer 
Invertaseinhibitor besonders im Ovar und den Staub- 
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blattern stark exprimiert wird. Greiner et al . 
(Plant Physiol. (1998) , 733-742) offenbart die Ami- 
nosaure- und cDNA-Sequenz des genannten Inverta- 
seinhibitors sowie dessen in vitro- 

Funktionsnachweis mittels heterolog exprimiertem 
Inhibitorprotein. Hingegen wurde eine in vivo- 
Hemmung noch nicht gezeigt. Bekannt ist es uber- 
dies, dafi in verschiedenen Geweben und zuverschie- 
denen Zeitpunkten der pflanzlichen Entwicklung un- 
terschiedliche Isoformen von Zellwandinvertasen und 
Invertaseinhibitoren vorliegen. 

Eine gezielte Zuordnung der Aktivitaten und deren 
moglichen Zusammenwirken dieser zeit- und gewebe- 
spezifisch auftretenden beiden Proteine ist. bisher 
nicht moglich. Untersuchungen zur in-vivo-Situation 
hinsichtlich der Regulation von Zellwand-Invertasen 
durch Invertaseinhibitoren sind nicht bekannt. 
Ebensowenig war bekannt, ob und wenn ja welche Iso- 
formen der Zellwandinvertasen wahrend der Samenent- 
wicklung einer endogenen Regulation durch Inverta- 
seinhibitoren unterliegen und wenn ja, welche Iso- 
formen der Invertaseinhibitoren. Die gezielte Nut- 
zung dieser Proteine fur die Herstellung vorteil- 
hafter Pflanzen ist daher bisher nicht moglich. 

Der Erfindung liegt daher das technische Problem 
zugrunde, transgene Pf lanzenzellen, Pflanzen und 
diese herstellende Verfahren bereitzustellen, wobei 
die Pflanzen sich durch die Bildung von Samen aus- 
zeichnen, die gegenuber Samen von nicht transfor- 
mierten Pflanzen eine groSere Menge pflanzlicher 
Speicherstoffe wie Kohlenhydrate, Fette oder Pro- 
teine aufweisen, ohne daS dabei endogene oder exo- 
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gene Proteine uberexprimiert werden und der Phano- 
typ der Pf lanze sowie deren Entwicklung beeintrach- 
tigt werden. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende 
technische Problem wird durch ein Verfahren zur 
Herstellung einer transgenen Pf lanze mit einer de- 
regulierten und die Samenentwicklung fordernden In- 
vertaseaktivitat bereitgestellt , wobei das Verfah- 
ren vorsieht, aus einer cDNA-Bank einer Zellsuspen- 
sionskultur oder von Bltiten mit jungen Samenanlagen 
aus einer Pf lanze eine Nukleotidsequenz eines In- 
vertaseinhibitors zu gewinnen oder davon abzulei- 
ten, eine Pf lanzenzelle einer Pf lanze derselben Art 
oder Sorte mit einem DNA-Konstrukt , enthaltend die 
funktionell mit mindestens einer regulatorischen 
Einheit verbundene Nucleotidsequenz eines Inverta- 
seinhibitors zu transf ormieren, zu kultivieren und 
zu einer Pf lanze zu regenerieren, deren Samen im 
Vergleich zu nicht mit einem solchen DNA-Konstrukt 
transf ormierten Pflanzen eine grofiere Menge an 
Speicherstoffen wie Kohlenhydrat , Fett oder Protein 
bildet. 

Die Erfindung sieht insbesondere vor, transgene 
Pflanzen mit einer veranderten Expression eines, 
vorzugsweise apoplastischen, Invertaseinhibitors 
herzustellen, wobei sich die Pflanzen dadurch aus- 
zeichnen, das die Expression von Invertaseinhibi- 
torproteinen wahrend der Samenentwicklung reduziert 
oder ganz eliminiert ist. Das Verfahren laSt sich 
vorteilhafter Weise auf die unterschiedlichsten di- 
cotylen oder monocotylen Nutzpflanzen anwenden z.B. 
Raps, Sonnenblumen, ErdnuE, Olpalme, Sojabohne, Ca- 



WO 00/09719 PCT/EP99/05890 

-5- 



lendula officinalis, Coriandrum sativum, Crambe 
abyssinica, Cuphea ssp., Dimorphotheca pluvialis, 
Euphorbia lagascae, Euphorbia lathyris, Lesquerella 
grandiflora, Limnanthes alba, Linura usitatissimum, 
Lunaria annua, Lunaria biennis, Oenothera ssp., Ri- 
cinus communis, Simmondsia chinensis als Pflanzen 
mit Fett speichernden Samen; Mais, Reis, Weizen, 
Gerste, Hafer, Roggen als Pflanzen mit Starke spei- 
chernden Samen; und beispielsweise Sojabohne oder 
Erbse als Pflanzen mit Protein speichernden Samen. 

Die Erfindung sieht also vor, eine Pf lanzenzelle 
mit einer unter Kontrolle mindestens einer regula- 
torischen Einheit stehenden Nucleotidsequenz eines 
Invertaseinhibitorgens zu trans formieren, wobei die 
Nucleotidsequenz des Invertaseinhibitorgens zur 
Elimination oder Reduzierung der Aktivitat eines 
zelleigenen, endogenen Invertaseinhibitors befahigt 
ist. In bevorzugter Ausf iihrungsf orm kann die Elimi- 
nation der Aktivitat eines endogenen Invertaseinhi- 
bitors in der Zelle dadurch erreicht werden, daS 
die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibitors in 
einem antisense-DNA-Konstrukt eingesetzt wird, d.h. 
ein Konstrukt, in dem eine Nucleotidsequenz des In- 
vertaseinhibitorgens in ant isense -Orient ierung zu 
einem Promotor vorhanden ist. Durch die Expression, 
d.h. im vorliegenden Kontext die Transcription des 
antisense-Konstrukts wird die Aktivitat des zellei- 
genen Invertaseinhibitorgens gehemmt oder redu- 
ziert, so daS die so deregulierte Invertase zu ei- 
ner erhohten Speicherstof f akkumulation im Samen 
f iihrt . 



WO 00/09719 V PCT/EP99/0S890 



Im Zusammenhang mit der. vorliegenden Erf indung wird 
unter einem antisense-Konstrukt ein DNA-Konstrukt 
verstanden, welches eine in antisense-Orientierung 
zu einem Promotor funktionell verbundene Nucleo- 
tidsequenz eines Invertaseinhibitors aufweist, wo- 
bei diese Nucleotidsequenz entweder die full- 
length-cDNA des Invertaseinhibitors , eine davon ab- 
geleitete Sequenz oder ein Fragment, allelische Va- 
riante oder Derivat davon ist. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird 
unter einer von einer cDNA abgeleiteten Sequenz ei- 
ne mit dieser cDNA- Sequenz hybridisierende kunstli- 
che oder natiirliche Nucleotidsequenz verstanden, 
also eine Nucleotidsequenz, die unter den in Sam- 
brook et al. (Molecular Cloning, a laboratory ma- 
nual, 2 nd edition (1989), Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press) beschriebenen Bedingungen mit der cDNA- 
Sequenz des Invertaseinhibitors hybridisiert , vor- 
zugsweise unter stringenten Bedingungen. Erfin- 
dungsgemaS weisen hybridisiernde Sequenzen eine Se- 
quenzidentitat von 60, 70, 80, 90, 95 oder 97% be- 
sonders bevorzugt 99%, zu der cDNA-Sequenz eines 
Invertaseinhibitorgens auf. Sofern erf indungsgemaS 
Fragmente einer cDNA- Sequenz eihes Invertaseinhibi- 
tors verwendet werden, weisen die Fragmente zumin- 
dest eine Lange und Sequenzahnlichkeit auf, die 
ausreicht, durch Hybridisierung zu Wildtyp- 
Transcript die Translation einer endogen gebildeten 
Invertaseinhibitor mRNA zu inhibieren, beispiels- 
weise eine Lange von wenigen hundert Basenpaaren. 
Selbstverstandlich kann auch vorgesehen sein, daS 
die antisense-Konstrukte Nucleotidsequenzen eines 
Invertaseinhibitorgens aufweisen oder aus diesen 
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bestehen, die transcribiert , aber nicht transla- 
tiert sind, d.h. nicht translatierte Regionen, so- 
genannte UTR's. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung sind 
unter DNA-Konstrukten, die die Elimination oder Re- 
duktion der Aktivitat eines endogenen Invertasein- 
hibitorgens bewirken konnen, auch DNA-Konstrukte zu 
verstehen, die eine wie vorstehend definierte 
Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibitors oder ei- 
ne davon abgeleitete Sequenz aufweisen, die funk- 
tionell in sense-Orientierung rait mindestens einer 
regulatorischen Einheit, z.B. einem Promotor, ver- 
bunden sind. Mit derartigen .Konstrukten kann durch 
Cosupression die Bildung endogener Invertaseinhibi- 
toren verhindert werden, z.B. dadurch, daS eine 
Vielzahl von sense-Kopien der Nucleotidsequenz ei- 
nes Invertaseinhibitors in dem Genom der transfor- 
tnierten Zelle vorhanden sind und die Expression en- 
dogener Invertaseinhibitoren eliminieren. 

Die erfindungsgemaSen Konstrukte sind vorzugsweise 
in einem Vektor angeordnet, z.B. einem Plasmid, Vi- 
rus, Cosmid, Bakteriophagen oder einem sonstigen in 
der Gentechnik ublichen Vektor. 

ErfindungsgemaS kann vorgesehen sein, die einzuset- 
zende Nucleotidsequenz eines Invertaseinhibitors 
nicht nur funktionell mit einem 5 '-warts gelegenen 
Promotor zu verbinden, sondern vorteilhaf ter auch 
3 '-warts der Nucleotidsequenz ein Transcription- 
sterminationssignal, z.B. aus dem NOS-Gen von Agro- 
bakterium tumefaciens, einzusetzten. Selbstver- 
standlich ist es auch moglich, in dem Vektor weite- 
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re funktionelle Einheiten vorzusehen, wie T-DNA 
border-Sequenzen oder die Vektoren stabilisierende 
Elemente . 

Die Erfindung stellt in bevorzugterweise also 
Pflanzen bereit, die in ihren Saraen eine im Ver- 
gleich zu nicht trans formierten Pflanzen erhohte 
Speicherstoffmenge aufweisen, wobei eine im Ver- 
gleich erhohte Speicherstoffmenge bedeutet, daS die 
durchschnittliche Menge des untersuchten Speicher- 
stoffs in Samen einer Gesamtheit von transformier- 
ten Pflanzen urn vorzugsweise 5, bevorzugt 10, 20, 
30 40, 50 besonders bevorzugt 90, 100, 200 oder 
300% hoher ist als die durchschnittliche Menge des 
in Frage stehenden Speicherstof f es im Samen von ei- 
ner Gesamtheit nicht transformierter Pflanzen. 

Die Erfindung betrifft daher die uberraschende Leh- 
re, dafi mittels einer Nucleotidsequenz eines Inver- 
taseinhibitorgens , insbesondere einer cDNA eines 
Invertaseinhibitorgens, Pflanzen hergestellt werden 
konnen, die in-vivo eine erhohte Speicherstof fakku- 
mulation im Samen aufweisen, ohne daS die Entwick- 
lung der Pflanze in anderer Hinsicht verandert oder 
beeintrachtigt wird. Die Erfindung beruht dabei un- 
ter anderem auf der uberraschenden Tatsache, dafi 
die endogenen Invertasen bei der Samenentwicklung 
einer endogenen Regulation durch Invertaseinhibito- 
ren unterliegen. 

Die Erfindung betrifft daher auch die Verwendung 
einer funktionell mit mindestens einer regulatori- 
schen Einheit verbundenen Nucleotidsequenz eines 
Invertaseinhibitorgens zur Transformation und Her- 
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stellung von Pflanzen, die eine modif izierte . Sa- 
menentwicklung aufweisen, insbesondere Samen bil- 
den, die eine erhohte Speicherstof fmenge gegenuber 
Samen nicht trans fbrmierter Pflanzen aufweisen. 

Die Erfindung betrifft insbesondere die vorgenannte 
Verwendung einer Nucleotidsequenz eines Inverta- 
seinhibitorgens, wobei diese aus einer cDNA-Bank 
einer Zellsuspensionskultur oder aus Bliiten mit 
jungen Samenanlagen der Pflanzenart oder gegeben- 
falls -sorte gewonnen oder davon abgeleitet wurde, 
die erfindungsgemafi mit dem mittels dieser Nucleo- 
tidsequenz hergestellten DNA-Konstrukt der vorlie- 
genden Erfindung zu transf ormieren ist . Die fur die 
Transformation eingesetzte Nucleotidsequenz ist al- 
so die Nucleotidsequenz oder ist davon abgeleitet, 
die die in der Zellsuspensionskultur oder in den 
Bliiten mit jungen Samenanlagen vorherrschende Iso- 
form des Invertaseinhibitors codiert . 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung sind 
Bliiten mit jungen Samenanlagen Bliiten mit unreifen 
Samenanlagen, das hei£t nach Bestaubung aber vor 
Beginn der Dormanz. 

Die Losung des technischen Problems ist erfindungs- 
gemaS auch eine transgene Pf lanzenzelle, bei der im 
Vergleich zu nicht transf ormierten Pf lanzenzellen 
aufgrund verminderter Expression von Invertaseinhi- 
bitoren eine erhohte Aktivitat der Zellwand- 
Invertase vorliegt, wobei diese verminderte Expres- 
sion durch Einfiihrung einer der gleichen Pflanzen- 
arten entsprechenden (homologen) und unter Regula- 
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tion eines Promotors stehenden Invertaseinhibitor- 
cDNA in antisense-Orientierung ausgeldst wird. 
Erf indungsgemafi wird auch ein Verfahren zur Gewin- 
nung von Invertaseinhibitor-cDNA-Sequenzen in sen- 
se- oder antisense-Orientierung bereitgestellt , wo- 
bei dieses - unabhangig von der jeweiligen Spezies 
- folgende Schritte enthalt: 

a) Gewinnung einer Inhibitorproteinf raktion 
aus der Zellwandprotein-Fraktion einer 
entsprechenden Zellsuspensionskultur 

b) Gewinnung von entsprechenden Peptidsequen- 
zen nach Spaltung und Reinigung der ent- 
standenen Peptide 

c) Clonierung von zunachst partieller und in 
der Folge Vollangen-cDNA fiir das Inverta- 
seinhibitorprotein aus einer cDNA-Bank 

d) Clonierung der Invertaseinhibitor-cDNA in 
sense oder antisense-Orientierung in einen 
Vektor, z.B. einen binaren Vektor 

e) Transformation der Pf lanzenspezies mit dem 
sense- oder antisense-Genkonstrukt . 

Der Assimilattransfer zwischen maternalem Gewebe 
und Samengewebe ist der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt bei der Bildung der pflanzlichen Speicher- 
stoffe im Samen. Wird dieser Schritt durch die Er- 
hohung der Aktivitat der in der Ubergangszone ex- 
primierten Zellwand-Invertase beschleunigt , so 
kommt es in Folge des verstarkten Ass imilat trans- 
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fers (die erhohte Aktivitat der Zellwand-Invertase 
bewirkt eine Steigerung des Assimilattransf ers zwi- 
schen maternalem und Samengewebe) zu einer erhohten 
Akkumulation des hauptspeicherstof f s der jeweiligen 
Pflanzenspezies (Starke, Fett, Protein) . 

Die Erfindung betrif ft auch ein Verfahren zur Her- 
stellung der vorgenannten Pflanzen, wobei in einem 
ersten Schritt aus einer Zellsuspensionskultur oder 
aus Bluten mit jungen Samenanlagen eine Inhibitor- 
proteinfraktion, insbesondere die vorherrs.chende 
Inhibitorproteinfraktion, aus einer Zellwandpro- 
teinfraktion gewonnen wird, anschliefcend in einem 
zweiten Schritt die Inhibitorproteinfraktion gerei- 
nigt ggf. gespalten und zumindest N- terminal se- 
quenziert wird, so daS aus der so gewonnenen Ami- 
nosauresequenz eine Nucleotidsequenz abgeleitet 
werden kann, im Rahmen eines dritten Schritts mit- 
tels beispielsweise Primern, partielle oder full- 
length cDNA fur das Invertaseinhibitorprotein aus 
einer cDNA-Bank einer Zellsuspensionskultur oder 
von Bluten mit jungen Samenanlagen der gleichen, 
vorgenannten Pflanze bzw. Sorte cloniert wird, an- 
schliefiend in einem vierten Schritt die gewonnene 
cDNA in sense- oder antisense-Orientierung in einen 
Vektor cloniert wird, urn anschlieSend in einem 
funften Schritt eine Pf lanzenzelle gleicher Art 
Oder Sorte mit dem so gewonnenen DNA-Konstrukt zu 
transformieren, wobei dies die Art oder Sorte ist, 
aus der die cDNA, und die Aminosauresequenz f iir die 
cDNA-Isolierung gewonnen wurde. 



Die Erfindung betrifft daher auch gemaS des vorlie- 
genden Verfahrens hergestellte Pflanzen, Pflanzen- 
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teile wie Wurzel, Stengel, Blatter, Ernte- und-Ver- 
mehrungsmaterial wie Fruchte, Pollen, Samen, Samen- 
schale, Embryo, Samlinge, Zellkulturen, Kalli etc. 
Die Erfindung betrifft dabei jegliche Pf lanzensorte 
oder Pflanzenart und weist demgemafi keinerlei Sor- 
ten- oder Artspezif itat auf. Das erf indungsgemaSe 
Verf ahren stellt ein im wesentlichen technisches 
Verf ahren dar, ; wobei in dessen Rahraen eine gezielte 
Zuordnung vom Ausgangsraaterial fur die zu verwen- 
denden Mittel, wie cDNA-Sequenzen, zu zu transfor- 
mierender, Pflarize d.h Zielobjekt, gegeben wird. 

Im Gegensatz zu alien bisherigen Verfahren beruht 
daher die hier beschriebene Erfindung auf der Regu- 
lation spezifischer, wahrend der Samenentwicklung 
exprimierter Zellwand-Invertase-Isoformen. Die In- 
vertaseinhibitor-cDNA codiert in bevorzugter Aus- 
fiihrungsform eine apoplastische Variante des Inver- 
taseinhibitors. Durch Einfuhrung einer einzigen au- 
tologen, d.h. aus dem zu trans formierenden Organis- 
mus stammenden bzw. davon abgeleiteten cDNA-Seguenz 
pflanzlichen Ursprungs wird der fur den Assimi- 
lattransfer entscheidende Schritt der Saccharose- 
spaltung am natiirlichen Wirkungsort beeinflufit. Die 
Beobachtung, daS die Einfuhrung mindestens einer 
Sequenz, das heiSt einer Invertaseinhibitor-cDNA, 
in sense- oder antisense-Orientierung unter der 
Steuerung z.B. des konstitutiven CaMV35S-Promotors, 
des Ubiquitin-Promotors oder Zein- Promoters aus 
Mais oder eines Promotors ahnlich hoher oder grofce- 
rer Aktivitat, z.B. auch eines gewebespezif ischen 
Promotors, die gesamte vegetative Pf lanzenentwick- 
lung nicht beeinfluSt, sondern nur wahrend der Sa- 
menentwicklung zu einer spezifischen Deregulierung 
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fuhrt, zeigt die extrem hohe Spezifitat des trans - 
genen Eingrif fs . Die Vorteile dieser direkten Dere- 
gulierung .sind of f ensichtlich: 1) es genugt ein 
einziges Genkonstrukt , urn eine signifikante Veran- 
derung der Reservestof fakkumulation zu erreichen, 

2) es werden keine artfremden Genprodukte gebildet, 

3) der Eingrif f im Metabolismus ist hochgradig spe- 
zifisch, 4) fur Tabak wird exemplarisch gezeigt, 
daS die veranderte Expression eines apoplastischen 
Invertaseinhibitors zu drastischen Anderungen der 
Speicherolbildung f iihrt . 

Die Beeinflussung, insbesondere Erhdhung der Akku- 
mulation der Samenspeicherstof f e durch eine geziel- 
te Veranderung der Expression des Invertaseinhibi- 
tors, insbesondere Verminderung, beruht unter ande- 
rem auf folgenden Mechanismen: 

a) Durch die Veranderung der Aktivitatsphase 
der Zellwand-Invertase im maternalen Gewe- 
be wird die Effizienz der Nahrstof f entla- ' 
dung beeinfluSt, das heiSt z.B. in Inhibi- 
tor-antisense-Transformanten, erhoht . 

b) Fur die Synthese von Reserveolen des Sa- 
mens ist der oxidative Pentosephosphatzy- 
klus von entscheidender Bedeutung. Die an- 
haltend erhohte Bereitstellung von Glucose 
in z.B. Inhibitor-antisense-Transforraanten 
fordert daher die Speicherolsynthese . 

c) Durch die Veranderung des Verhaltnisses 
von Hexosen zu Saccharose wird die Zell- 
teilungsphase der Samenentwicklung beein- 
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fluBt. Durch eine Verlangerung der Aktivi- 
tatsphase der Zellwand- Invert ase in z.B. 
Inhibitor-antisense-Transformanten wird 
z.B. die Zellzahl pro Samen erhoht. 

Im Vergleich zur ebenso moglichen Uberexpression 
der am Assimilattransf er beteiligten Zellwand- 
Invertase (n) hat der hier beschriebene indirekte 
Ansatz einer Ausschaltung der Invertaseinhibitoren 
noch weitere Vorteile. Die im Verlauf der Samenbil- 
dung exprimierten Zellwand- Invertasen werden be- 
reits natiirlicherweise stark exprimiert, das AusmaS 
einer zusatzlichen Induktion durch Einsatz starker 
Promotoren ist daher begrenzt, wohingegen durch die 
erfindungsgemaBe ant is ens e -Ausschaltung des Inhibi- 
tors eine starke Erhohung der Zellwand- 
Invertase (n) -Aktivitat erreicht werden kann. Zwar 
konnte durch Expression einer heterologen, deregu- 
lierten, inhibitorinsensitiven Invertase mit Si- 
gnalpeptid fur die Zielsteuerung in den Zell- 
wandraum ein ahnlicher Effekt erreicht werden, doch 
miissen in diesem Fall artfremde Proteine eingesetzt 
werden. AuBerdem besteht bei einer Kombination der 
fur diesen Ansatz notwendigen samenspezif ischen 
Promotoren mit einer deregulierten Invertase die 
groSe Gefahr, daB eine zu hohe Expression zu uner- 
wiinschten Nebenwirkungen fuhrt. Im Gegensatz hierzu 
wird beim hier beschriebenen Verfahren die maximale 
Aktivitat der natiirlicherweise vorkommenden Zell- 
wand- Invertasen nie uberschritten, es wird ledig- 
lich die Zeitspanne ihrer Aktivitat wahrend der Re- 
servestoffakkumulation ausgedehnt . Aus diesen Grun- 
den ist die indirekte Regulation der Zellwand- 
Invertasen uber antisense-Expression von Inverta- 
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seinhibitoren oder im Rahmen der Cosuppressiontech- 
nologie uber sense -DNA-Konstrukte in jedem Falle 
der Einf uhrung einer heterologen Invertase vorzu- 
ziehen und stellt eine bedeutsame technische Ver- 
besserung dar. 

Methoden zur Gewinnung einer homogenen Inhibitor- 
proteinfraktion aus der apoplastischen Zellwandpro- 
teinfraktion einer Zellsuspensionskultur 

Von der jeweiligen Pf lanzenspezies wird eine Zell- 
suspensionskultur angelegt. Die Verfahren zur Ge- 
winnung einer Zellkultur folgen Standardprotokollen 
der pflanzlichen Gewebekultur . In der Regel werden 
die Zellen unter sterilen Bedingungeri in einem kom- 
plexen Nahrmedium unter Zusatz von Saccharose 
(Kohlenstoff quelle) als Schiittelkultur angezogen. 
Unter diesen Anzuchtbedingungen exprimieren pflanz- 
liche Zellen eine Zellwand- Invertase, die durch ei- 
nen ebenfalls exprimierten Invertaseinhibitor regu- 
liert wird. 

Die Anreicherung und Rein igung des Invertaseinhibi- 
tors basiert auf dessen Bindung an die Zellwandin- 
vertase. Zunachst wird eine Zellwandproteinf raktion 
durch Inkubation in 1 M NaCl, 1 mM PMSF bei 4°C un- 
ter Schiitteln extrahiert . Hierbei werden in der Re- 
gel keine cytosolischen Proteine extrahiert. Die so 
gewonnene Zellwandproteinf raktion wird uber Ammoni- 
umsulfatfallung (80%) bzw. uber Membranf iltration 
konzentriert. Durch anschliefiende Chroma tographie 
an einer Concanavalin A-Saule wird eine Glycopro- 
teinf raktion gewonnen, die die glycosylierte Zell- 
wand- Invertase und den an diese gebundenen Inverta- 
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seinhibitor enthalt. SDS-PAGE/Western blot-Analysen 
der so gewonnenen Zellwand- Invert ase- und damit In- 
vertaseinhibitor-angereicherten Fraktionen mit ei- 
nem polyclonalen Antiserum gegen den Invertaseinhi- 
bitor aus Tabakzellen zeigen die Prasenz von Inver- 
taseinhibitoren, in der Regel Protein von 15-25 
kDa, an. 

Die Figur 1 zeigt dazu den Nachweis von zum Tabak- 
Invertaseinhibitor homologen Invertaseinhibitoren 
anderer Pf lanzenarten - eine Western Blot Analyse 
von aus Suspensionskulturen von Chenopodium rubrum 
(1) und Daucus carota (2) gewonnenen Zellwandpro- 
tein-Proben. Die Entwicklung wurde mit einem gegen 
den rekombinanten Tabak-Invertaseinhibitor gewonne- 
nen Antiserum vorgenommen. Fur beide Spezies wurden 

Invertaseinhibitor-Polypeptide von ca. 17 kDa de- 
tektiert. 

Die weitere Reinigung der Komplexe aus Zellwand- 
Invertase und Invertaseinhibitor erfolgt iiber Io- 
nenaustauscherchromatographie an einem Kationenaus- 
tauscher, z.B. Sulf opropylsephadex. Nach sequent! - 
eller Chromatographie , zunachst uber einen pH- 
Gradienten ( P H 8-12), danach iiber einen NaCl- 
Gradienten, wird eine stark angereicherte Prepara- 
tion der Zellwand- Invertase gewonnen, wobei der In- 
vertaseinhibitor im stabilen Komplex mit letzterer 
vorliegt. Die Peak- Fraktionen der letzten Ionenaus- 
tauscherreinigung werden viber SDS-PAGE/Western 
blot -Analyse auf Zellwand- Invertase hin detektiert, 
z.B. mit einem Antiserum gegen die Karotten- 
Zellwand-Invertasen. Aufierdem werden die Invertase - 
Aktivitaten aller Fraktionen im gekoppelten enzyma- 
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tischen Test mit Hexokinase/Glucose-6-Phdsphat- 
Dehydrogenase ermittelt. Die Fraktionen mit starkem 
Zellwand-Invertase-Immunosignal aber geringer In- 
vertaseaktivitat enthalten das in der Regel hoch- 
reine Inhibitorprotein. 

Methoden zur Gewinnung von Peptidsequenzen der ge- 
reinigten Invertaseinhibitoren 

Das Inhibitorprotein liegt nach dem oben beschrie- 
benen Reinigungsprotokoll ausreichend rein vor, um 
nach Elektroblot auf eine PMDF-Membran direkt N- 
terminal ansequenziert zu werden. Nach Gewinnung 
von 100-5G0 jxg Inhibitorprotein kann dieses ggf . 
erneut iiber SDS-PAGE gereinigt und anschlieSend di- 
rekt im Gel tryptisch verdaut werden. Die Trennung 
der entstehenden Peptide uber reverse phase-HLPC 
und deren anschlieSende Sequenzierung uber Edmann- 
Abbau entspricht Standardverfahren. Die Kombination 
von N-terminaler Ansequenzierung und der Sequenzie- 
rung der beim tryptischen Verdau erhaltenen Peptide 
fiihrt zu ausreichender Sequenzinformation fiir eine 
auf dem RT-PCR-Verfahren basierende Clonierung. 

Verfahren zur Clonierung von zunachst partiellen 
und in der Folge Vollangen-cDNAs fur das jeweilige 
Invertaseinhibitorprotein aus einer cDNA-Bank 

Ausgehend von den erhaltenen Peptidsequenzinf orma- 
tionen werden gemaS des genetischen Codes Primerse- 
quenzen abgeleitet. Fur das optimale Primerdesign 
werden Standardalgorithmen benutzt. In einer ande- 
ren Ausfuhrung werden Primer an Hand hochkonser- 
vierter Sequenzbereiche der bereits bekannten In- 
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vertaseinhibitorsequenzen aus Nicotiana tabacum, 
Lycopersicon esculentum, Arabidopsis thaliana und 
Citrus inshui entworfen. 

Zunachst wird eine l. Strang cDNA-Synthese nach 
Standardverf ahren durchgef uhrt . Hierf ur wird Ge- 
samt-RNA aus einer Zellsuspensionskultur , bzw. in 
einer anderen Ausfuhrung aus Bluten mit jungen Sa- 
menanlagen nach Standardverf ahren extrahiert . liber 
RT-PCR wird dann zunachst eine partielle Inverta- 
seinhibitor-cDNA amplif iziert . Das Amplifikat wird 
in einer Ausfuhrung in den Blueskript -Vektor clo- 
niert. Nach Sequenzierung und Bestatigung einer zu 
den bereits bekannten Invertaseinhibitoren homolo- 
gen Sequenz wird diese partielle cDNA als Sonde fur 
die Gewinnung von Vollangenclonen eingesetzt . Hier- 
fur wird nach Standardverf ahren entweder eine cDNA- 
Bank aus einer Zellsuspensionskultur , oder in einer 
anderen Ausfuhrung, eine cDNA-Bank aus Bluten mit 
jungen Samenanlagen angelegt. 

Clonierung der Invertaseinhibitor cDNA in sense - 
bzw. ant isense -Orient ierung in einen Vektor, z^B. 
einen binaren Vektor 

Die fur jede Pflanzenart clonierte Invertaseinhibi- 
tor-cDNA wird in einer Aus fuhrungs form in den bina- 
ren Vektor BinAR (Binl9 Derivat) (Hofgen und Will- 
mitzer, Plant Sci. 66 (1990), 221-230) cloniert. 
Sowohl fur antisense- wie auch fur sense -Konstrukte 
wird in einer Aus fuhrungs form der CaMV35S-Promotor 
verwendet, doch konnen gegebenenf alls auch andere, 
z.B. gewebespezif ische Promotoren verwendet werden. 
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Figur 2 zeigt den binaren Vektor (BinAR) zur Agro- 
bakterium tumef aciens-vermittelten Transformation. 
Die codierenden Regionen der Invertaseinhibitor- 
cDNAs werden in sense- oder antisense-Orientierung 
in die % multiple cloning site' cloniert. 

Transformation der jeweiligen Pf lanzenspezies mit 
den sense- bzw. antisense-Genkonstrukten 

Fur die meisten dicotylen Nutzpflanzen werden In- 
vertaseinhibitor-sense/antisense-Transformanten un- 
ter Einsatz der Agrobakterium tumef aciens- 
vermittelten Transformation (Standardverf ahren) ge- 
wonnen. Es wird demgemaS ein Agrobakterium einge- 
setzt, da es rekombinierte DNA-Molekule enthalt, 
die Invertaseinhibitor-cDNA in antisense oder sen- 
se-Orient ierung aufweisen, d.h. in denen die Inver- 
taseinhibitor cDNA 3 "-warts von einem Promotor und 
funktionell mit diesem verbunden vorliegt. Hierbei 
werden in einer fur viele Pf lanzenarten einsetzba- 
ren Ausf uhrungsf orm Blattstucke transf ormiert , wo- 
bei aus den rekombinanten Zellen auf Antibiotikum- 
haltigen Medium Primartransformanten regeneriert 
werden. Die tatsachlich gewahlte Transf ormation- 
stechnik ist abhangig von der Pflanzenart. Durch 
Regeneration einer transf ormiert en Pf lanzenzelle 
wird eine transgene Pflanze erhalten. 

Der EinfluS der veranderten Expression eines apo- 
plastischen Invertaseinhibitors in Nicotiana ta- 
bacum wird im foldenden beschrieben: 

Tabak (Nicotiana tabacum) wurde mit der cDNA des 
apoplastischen Tabak- Invertaseinhibitors (Clon Nt- 
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inhl; Greiner et al., a.a.O. 1998) in sense- und 
antisense-Orientierung transf ormiert (Agrobakterium 
tumefaciens-verraittelte Transformation, BinAR- 
Vektor, CaMV35S-Promotor; Blattscheiben-Trans- 
formation gemaS Standardverfahren) . Die verwendete 
cDNA wurde aus einer Zellsuspensionskultur von Ta- 
bak gewonnen. Primartransf ormanten wurden zunachst 
iiber Gewebekultur zu. Pflanzen regeneriert und an- 
schlieSend im Gewachshaus zur Blute gebracht. Die 
Samen der Primartransf ormanten wurden auf Kanamy- 
cin-haltigem Medium ausge sat . Nach steriler Voran- 
zucht wurden die Pflanzen der Fl-Generation im Ge- 
wachshaus zur Blute gebracht. Nach Bestaubung wur- 
den in regelmaEigen Zeitabstanden die Zellwand- 
Invertase-Aktivitaten in den Ovarien bestimmt . 

Die Pigur 3 zeigt Zellwand-Invertase-Aktivitaten im 
Ovar von Tabak-Wildtyp (SNN) , einer reprasentativen 
Inhibitor-antisense-Transformante (asl6) und einer 
repasentativen Inhibitor-sense-Transformante (s9) 
im Verlauf der fruhen Samenentwicklung (0-14 Tage 
nach Befruchtung) . Die Aktivitaten sind in mmol 
Glucose/g Frischgewicht/min angegeben. 

Die Menge an Invertaseinhibitor-Protein wurde uber 
Western Blot -Analyse ermittelt. 

Figur 4 zeigt diesbezuglich den Nachweis der selek- 
tiven Reduktion (antisense-Transformante) bzw. Zu- 
nahme ( sense -Transf ormante) des Invertaseinhibitor- 
Polypeptids in Stamina und Ovar, nachgewiesen mit 
einem gegen den . rekombinanten Tabak- 
Invertaseinhibitor gerichteten Antiserum. (Sense- 
Transformante (s9) : i, Ovar; 2, Stamina. Antisense- 
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Transformante: 3, Ovar; 4, Stamina. Wildtyp (SNN) : 
5, Ovar; 6, Stamina). Es wurden uber Concanavalin 
A-Chromatographie gereinigte Proben aufgetragen, in 
denen nur an Zellwand-Invertase gebundener Inhibi- 
tor enthalten ist. 

Nach Reifung der Samen wurden deren Trockengewichte 
bestimmt, sowie die Menge an Speicherol und Ge- 
samtprotein. 

Die Messung der Zellwand-Invertase -Aktivitaten wah- 
rend der friihen Samenentwicklung (Fig. 3) zeigt zu- 
nachst fur den Wildtyp eine ca. 6-fache Steigerung 
zwischen dem 6. und 12. Tag nach Bestaubung. Dieser 
Zeitraum entspricht der spaten Zellteilungsphase 
und dem Beginn der Speicherphase . Die Western Blot- 
Analyse zeigt, daS im Ovar die Menge an Inverta- 
seinhibitor-Polypeptid in antisense-Transf ormanten 
stark vermindert, in sense - Trans f ormanten hingegen 
stark erhoht ist (Fig. 4) . Im Unterschied hierzu 
wirkt sich die veranderte Inhibitorexpression in 
Stamina nur geringfugig aus, vermutlich weil in 
diesem Gewebe mehrere Inhibitor- Isoformen expri - 
miert werden. 

Die veranderte Aktivitat der Zellwand-Invertase 
wahrend der Samenentwicklung wirkt sich aus auf das 
Trockengewicht /Samen (Tab.l), den Gehalt an Spei- 
cherol/Samen (Tab. 2) und den Gesamtproteinge- 
halt/Samen (Tab. 3) , nicht jedoch auf die Gesamtzahl 
an Samen pro Bliite und auch nicht auf die Samengro- 
Se. 
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Tab.l 

Trockengewichte pro Samen in Tabak-Wildtyp . (SNN) , 
in zwei reprasentativen Inhibitor-sense-Trans- 
formanten (s9, slO) und in zwei reprasentativen In- 
hibitor-antisense-Transformanten (asl6, as43) . 



Tabak- 
Linie 


fig Trockenge- 
wicht/Samen 


Prozent vom Wildtyp 
(SNN) 


WT (SNN) 


64 + 2 


100 


s9 


42 + 2 


66 


slO 


52 + 2 


81 


asl6 


71 + 1 


110 


as43 


86 + 4 


134 



Tab. 2 

Samenol-Gehalte pro Samen in Tabak-Wildtyp (SNN) , 
in zwei reprasentativen Inhibitor-sense-Trans- 
formanten (s9, slO) und in zwei reprasentativen In- 
hibitor-antisense-Transformanten (asl6, as43) . 



Tabak- 
Linie 


fiq Gesamtol /Samen 


Prozent vom Wildtyp (SNN) 


WT (SNN) 


23 


100 


s9 


10 


43 


slO 


16 


69 


asl6 


28 


122 


as43 


39 


170 
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Tab.3 

Gesamtprotein pro Samen in Tabak-Wildtyp (SNN) , in 
zwei reprasentativen Inhibitor-sense-Transf ormanten 
(s9, slO) unci in zwei reprasentativen Inhibitor- 
antisense-Transf ormanten (asl6, as43) . 



Tabak- 
Linie 


Hg Gesamtpro- 
tein/Samen 


Prozent vom Wildtyp (SNN) 


WT (SNN) 


7.4 


100 


s9 


5.5 


74 


slO 


5.7 


77 


asl6 


7.8 


105 


as43 


9.9 


134 



Die starke Erhohung des Speicherolgehaltes in zwei 
unabhangigen antisense-Transf ormanten (+22% bzw. 
+70%) korreliert mit Zunahmen an Gesamtprotein und 
Samengewicht, wobei die Zunahme fur Speicherol am 
starksten ausgepragt ist . Bemerkenswerterweise kor- 
reliert die Zunahme der Zellwand-Invertase- 
Aktivitat im Ovar wahrend der Samenentwicklung mit 
der Phase der maximalen Akkumulation von Speicher- 
ol. 

Die gesamte vegetative Entwicklungsphase der Inhi- 
bitor-antisense- und Inhibitor-sense-Transf ormanten 
verlauft ohne sichtbaren Phanotyp, mit Ausnahme des 
Keimungsvorganges . Hier zeigt sich zwischen der 
Keimung von Tabak-Wildtyp -Samen und Invertaseinhi- 
bitor-antisense-Samen kein Unterschied, wohingegen 
es bei Samen von Invertaseinhibitor- sense -Trans- 
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formanten zu einer signif ikanten Verzogerung der 
Keimung kommt . 

Figur 5 zeigt das Keimungsverhalten von Samen des 
Tabak-Wildtyps (SNN) , von Invertaseinhibitor- 
anti sense -Trans formanten (INHas) und von Inverta- 
seinhibitor-sense-Transformanten. Pro Linie wurden 
unter sterilen Bedingungen jeweils 40 Samen auf LS- 
Medium (0.5% Saccharose, pH 5.6) ausgesat. Das Her- 
vortreten der Radicula diente als Kriterium fur die 
Keimung . 

Ein weiteres Anwendungsbeispiel der vorliegenden 
Erfindung ist die Einfuhrung eines Invertaseinhibi- 
tor-antisense-Konstruktes in Raps (Brassica napus) . 
Raps enthalf auf Samenbasis eine dem Tabak ver- 
gleichbare Menge an Speicherol. Das Ergebnis einer 
Invertaseinhibitor-antisense -Transformation ist ei- 
ne Erhohung des Speicherolgehaltes um mindestens 
20% , ggf. aber um bis zu 70%. 

Eine weitere Anwendung mit dem gleichen Ziel, nam- 
lich der Erhohung des Speicherol -Gehaltes, ist die 
Transformation der Sonnenblume, oder auch die 
Transformation der Sojabohne, mit einem Inverta- 
seinhibitor-antisense -Rons trukt (Bereitstellung 
transgener olspeichemder Pflanzen dieser Spezies) . 

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird durch die 
Einbringung von Invertaseinhibitor-antisense - 
Konstrukten in Mais, Reis, Weizen, Hafer, Gerste 
und Roggen die Menge an Samen-Speicherstarke er- 
hoht. Es konnen also transgene Pf lanzenzellen oder 
Pflanzen, die Starke speichern, bereitgestellt wer- 
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den. Fur proteinreiche Samen, z.B. Sojabohne und 
Erbse, wird in einer weiteren Ausfiihrungsform durch 
Einfiihrung von Invertaseinhibitor-antisense-Kon- 
strukten die Gesamtmenge an Speicherprotein erhoht. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird durch die 
Einfiihrung: von Invertaseinhibitor-antisense-Kon- 
strukten bzw. durch die daraus result ierende ver- 
besserte Speicherstof fakkumulation die Keimfahig- 
keit von Samen einer Nutzpflanze erhoht. 

Die Bereitstellung transgener Pf lanzenzellen oder 
Pflanzen betrif f t vorzugsweise Nutzpf lanzen . 
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Anspriiche : 



1. Transgene Pf lanzenzelle bei der im Vergleich zu 
nicht trans formierten Pf lanzenzellen aufgrund 
verminderter Expression von Invertaseinhibito- 
ren eine erhohte Aktivitat der Zellwand- 
Invertase vorliegt, wobei diese verrainderte . Ex- 
pression durch Einfuhrung einer der gleichen 
Pflanzenart entsprechenden (homologen) und un- 
ter Regulation eines Prombtors stehenden Inver- 
taseinhibitor-cDNA in antisense-Orientierung 
ausgelost wird. 

2. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 1, wobei 
die erhohte Aktivitat der Zellwand-Invertase 
eine Steigerung des Ass imilat transfers zwischen 
raaternaletn und Samengewebe bewirkt. 

I . Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 1 oder 2 , 
wobei die Invertaseinhibitor-cDNA eine apopla- 
stische Variante des Invertaseinhibitors co- 
diert . 



4. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 3, wobei der Promotor ein CaMV35S- 
Promoter oder ein gewebespezif ischer Promotor 
vergleichbarer oder hoherer Aktivitat ist. 

5. Transgene Pf lanzenzelle nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 4, die eine Zelle einer Nutzpflanze 
ist. 
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6. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 5, die 
eine Zelle einer olspeichernden Pflanze ist . 

7 . Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 5 oder 6 , 
die eine Zelle von Raps, Sojabohne, Sonnenblu- 
me, Olpalme, Calendula officinalis, Coriandrum 
sativum, Crambe absyssinica, Cuphea ssp., Di- 
morphotheca pluvialis , Euphorbia lagascae , 
Euphoria lathyris, Lesquerella grandiflora, 
Limnanthes alba, Linum usitatissimum, Lunaria 
annua, Lunaria biennis, Oenothera ssp,, Ricinus 
communis oder Simmondsia chinensis ist. 



8. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 5, die 
eine Zelle einer starkespeichernden Pflanze 
ist, 

9. Transgene Pf lanzenzelle nach Anspruch 5 oder 8, 
die eine Zelle von Reis, Mais, Roggen, Weizen, 
Haf er oder Gerste ist . 



10. Transgene Pflanze, die durch Regeneration einer 
Pf lanzenzelle nach einem der Anspruche 1 bis 9 
gewonnen werden kann. 



11. Transgene Pflanze nach Anspruch 10, die gegen- 
uber der entsprechenden nicht trans formierten 
Pflanze wahrend der Samenentwicklung mehr Spei- 
cherol, Speicherstarke oder Speicherprotein 
bildet . 
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2 . Verf ahren zur Gewinnung von in einem Vektor 
enthaltenden Invertaseinhibitor-cDNA-Sequenzen 
in sense-oder antisense-Orientierung, umfassend 
folgende Schritte: 

a) Gewinnung einer Inhibitorproteinf raktion 
aus der Zellwandprotein-Fraktion einer 
Zellsuspensionskultur oder von Bliiten mit 
jungen Samenanlagen, 

b) Gewinnung von entsprechenden Peptidsequen- 
zen nach Spaltung und Reinigung der ent- 
standenen Peptide, 

c) Clonierung von zunachst partieller und in 
der Folge Vollangen-cDNA fur das Inverta- 
seinhibitorprotein aus einer cDNA-Bank, 
insbesondere aus einer Zellsuspensionskul- 
tur oder von Bliiten mit jungen Samenanlagen 
und 

d) Clonierung der Invertaseinhibitor-cDNA in 
sense- oder antisense-Orientierung in einen 
Vektor, insbesondere einen binaren Vektor. 

. Verfahren zur Herstellung einer transgenen, ei- 
ne deregulierte und die Samenentwicklung for- 
dernde Invertaseaktivitat aufweisenden Pflanze, 
wobei eine Nucleotidsequenz eines Invertasein- 
hibitorgens aus einer cDNA-Bank einer Zellsus- 
pensionskultur oder von Bliiten mit jungen Sa- 
menanlagen einer Pflanze gewonnen wird, eine 
Pflanzenzelle einer Pflanze der gleichen Art 
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oder Sorte aus der die Nucleotidsequenz stammt 
oder abgeleitet ist mit einem DNA-Konstrukt , 
enthaltend die mit mindestens einer regulatori- 
schen Einheit funktionell verbundene Nucleo- 
tidsequenz eines Invertaseinhibitorgens, trans - 
formiert, kultiviert und eine Pflanze regene- 
riert wird, deren Samen eine gegenuber nicht 
transformierten Wildtyppf lanzen erhohte Spei- 
cherstof fmenge aufweisen. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die regulato- 
■ rische Einheit ein Promoter ist. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei der Promotor 
ein konstitutiver oder induzierbarer Promotor 
ist . 

16 . Verfahren nach Anspruch 15 , wobei der Promotor 
der 35SCaMV Promotor oder der Ubiquitin- oder 
Zein-Promotor aus Mais ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
wobei die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhi- 
bitorgens eine cDNA, eine damit hybridisierende 
Nucleotidsequenz oder ein Fragment, einer der 
beiden ist . 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 17, 
wobei der Invertaseinhibitor ein apoplastischer 
Invertaseinhibitor ist. 
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19. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 18, 
wobei die Nucleotidsequenz eines Invertaseinhi- 
bitorgens sense- oder antisense-Orientierung zu 
dem Promoter auf weist . 

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 19, 
wobei das DNA-Konstrukt weitere regulatorische 

. Einheiten, insbesondere ein Transcript ionster- 
minationssignal , auf weist . 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 20, 
wobei das Transcriptionsterrninationssignal aus 
dem NOS-Gen von Agrobakterium tumefaciens 
stammt . 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 21, 
wobei die Pf lanzenzelle eine Zelle einer dico- 
tylen oder monocotylen Pflanze ist. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Pf lanzen- 
zelle eine Zelle von Raps, Sonnenb lumen, Erd- 
nuS, Sojabohne, Olpalme, Reis, Mais, Weizen, 
Gerste, Hafer, Roggen, Erbse, Calendula offi- 
cinalis, Coriandrum sativum, Crambe abyssinica, 
Cuphea ssp., Dimorphotheca pluvialis, Euphorbia 
lagascae, Euphorbia lathyris, Lesquerella gran- 
diflora, Limnanthes alba, Linum usitatissimum, 
Lunaria annua, Lunaria biennis, Oenothera ssp., 
Ricinus communis oder Simmondosia chinesis ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 23, 
wobei das DNA-Konstrukt in einem Vektor, insbe- 
sondere einem Plasmid oder Virus, vorliegt. 
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25. Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 24, 
wobei die Transformation der Pf lanzenzelle mit- 
tels Agrobakterium tumef aciens , biolistischer 
Verfahren, mittels elektrisch oder chemisch in- 
duzierter DNA Aufnahme, Elekroporation, Makro- 
injektion, Mikroinjektion oder PEG-vermittelter 
Transformation durchgefuhrt wird. 

26. Transgene Pflanze, herstellbar nach einem der 
Verfahren der Anspruche 13 bis 25 sowie ein 
Teil da von. , 

27. Vermehrungs- und Erntematerial einer Pflanze 
nach Anspruch 26. 

28. Vermehrungs- und Erntematerial nach Anspruch 
27, das Frucht, Samen, Samenschale, Embryo, 
Samling, Kallus, Zellkultur, Stengel, Blatt 
oder Wurzel ist . 

* 

29. Verwendung einer funktionell mit mindestens ei- 
ner regulatorischen Einheit verbundenen Nucleo- 
tidsequenz eines Invertaseinhibitorgens . zur 
Transformation und Herstellung von transgenen 
Pflanzen, die als Folge der Transformation eine 
modifizierte Samenentwicklung aufweisen. 

30. Verwendung nach Anspruch 29, wobei die modifi- 
. zierte Samenentwicklung eine Samenentwicklung 

ist, gemaS der die Samen der transgenen Pflanze 
eine gegenuber Samen einer nicht transf ormier- 
ten Wildtyppflanze eine erhohte Speicherstof f - 
menge aufweisen. 
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31. Verwendung nach einem der Anspriiche 29 oder 30 
wobei die Nucleotidsequenz au*s einer cDNA-Bank 
einer Zellsuspensionskultur oder aus Bluten mit 
jungen Samenanlagen der zu trans formierenden 
Pflanzenart oder -sorte stammt oder davon abge- 
leitet ist. 

32. Verwendung nach einem der Anspruche 29 bis 31, 
wobei die Nucleotidsequenz in antisense- 
Orientierung zu der mindestens einen regulato- 
rischen Einheit, insbesondere dem Promoter, 
vorliegt . 
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